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博士学位論文審査の要旨 
 
【学位論文審査の要旨】 
「Effect of continuous exposure of mouse primitive neural stem cells to methylmercury in 
proliferation and differentiation stages」の本論文では、初期神経幹細胞のメチル水銀 
(MeHg)の持続暴露により、濃度依存的かつ時間依存的に神経細胞死が起こること、特
に増殖期の神経幹細胞はMeHgに対する感受性が高いことが明らかになった。 
 Hunter-Russell syndromeとして有機水銀を使用する労働者に見られた症状に、MeHg
中毒である水俣病は極めて類似したことから、その発見に至った経緯がある。しかし、
その臨床症状は、末梢神経から中枢神経まで多岐に亘り、その発症機序は未だ不明な部
分も多い。さらに、胎生期はMeHgに対して感受性が高く、妊娠中のMeHg暴露によっ
て胎児性水俣病が引き起こされること、流産・死産が増加することも報告されている。 
 本研究は、その中で胎児性水俣病の発症機序を in vitroレベルで解明しようとする研
究である。神経幹細胞は増殖能を有し、神経細胞やアストロサイトへ分化する能力も有
しており、胎生期の中枢神経系の発達過程において、神経幹細胞が空間的・時間的に正
しく増殖し、分化することによって機能的な中枢神経系が構築される。そこで、本研究
では増殖期及び分化期にある均質な ES 細胞由来の初期神経幹細胞を用いて、持続的
MeHg水銀暴露（暴露群：+、未暴露群：-）の実験を施行した。 
１）増殖条件でMeHg (-)群の神経幹細胞を 4日間培養すると、細胞数が指数関数的に
増加することが確認された。一方、MeHg (+)群（1 nM ~ 1000 nM）では、細胞数の増加
がMeHg濃度に依存的に阻害され減少することを認めた。特に、MeHg (+)群（100 nM）
では細胞数はほとんど増加せず、MeHg (+)群（300 nM、1000 nM）では細胞数は減少し
た。培養日ごとのMeHgの用量依存曲線から、培養が長いほど半数阻害濃度（IC 50）が
小さくなり、MeHg感受性が時間依存的に高くなることがあきらかになった。MeHg暴
露による細胞数の減少の機序は、TUNEL 法を用いた解析の結果、アポトーシスによる
ことが明らかになり、先行研究において他の種類の神経幹細胞で報告されている結果と
同様であった。MeHg (-)群とMeHg (+)群の間に顕著な形態の違いはなかった。リアルタ
イム RT-PCR法による遺伝子発現の解析の結果、MeHg (-)群およびMeHg (+)群は、神経
幹細胞の遺伝子マーカ （ーNestin）を同程度、発現をしていることを確認した。さらに、
免疫蛍光染色によって、両群が Nestin蛋白を発現することを明らかにした。 
２）分化誘導条件でMeHg (-)群の神経幹細胞を 4日間培養すると、細胞数は３日目ま
で増加した後、3日目以降はほぼ一定になる。これは、神経幹細胞が増殖期から分化期
に移行し、細胞が分化したことを反映するものであり、この間に、神経幹細胞から神経
細胞、アストロサイトへの分化による細胞の形態の顕著な変化が観察された。この神経
幹細胞の分化期において、上記１）と同様にMeHg暴露の実験を行った結果、MeHg (+)
群（1 nM ~ 1000 nM）の細胞数は、MeHg (-)群と同様に推移するが、MeHg (-)群の細胞
数より減少することを認めた。その細胞数の減少は上記１）の増殖時の神経幹細胞と同
様に、MeHg濃度依存的であり、かつ、MeHgに対する感受性は培養時間依存的であっ
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た。しかし、この効果は増殖時に比し軽度であった。MeHg (+)群においても、細胞分化
に伴う形態変化がMeHg (-)群と同様に観察された。また、MeHg (-)群およびMeHg (+)
群において、神経細胞の遺伝子マーカー（MAP2）及びアストロサイトの遺伝子マーカ
ー（GFAP）の発現量が増加すること、さらに、両群間で遺伝子マーカーの発現量に差
がないことから、MeHg (+)群もMeHg (-)群と同程度、神経幹細胞から神経細胞、アスト
ロサイトへ分化したことを確認した。これは、MeHgは神経幹細胞の分化プロセスには
影響しないことを示唆する。さらに、免疫蛍光染色によっても、両群が MAP2 蛋白お
よび GFAP蛋白を発現することも確認した。 
 ３）上記の１）と２）の増殖期と分化期の神経幹細胞のMeHgに対する感受性を比較
すると、増殖期 4 日目の神経幹細胞は IC50の値が約 20 nM であり、分化期のものより
約 20 倍感受性が高いことが確認された。また、この値は、先行研究において神経幹細
胞、神経細胞、グリアに関して報告されている値よりよりも小さく、増殖期の神経幹細
胞はMeHgに対して特に感受性が高いことが明らかになった。 
 以上の結果から、神経幹細胞の増殖期および分化期におけるMeHg持続暴露によって、
濃度依存的かつ時間依存性に細胞数の減少が起こること、MeHg暴露は細胞分化のプロ
セスには影響を与えないことが明らかになった。神経幹細胞へのMeHgの影響について
は、いくつかの先行研究が報告されているが、神経系の発達との関連が明らかでない神
経幹細胞など様々の由来の神経幹細胞が使用され、また、MeHgに対する感受性の違い、
分化への影響に関する結果の違いが報告されるなど統一的な結果は得られていない。さ
らに、MeHgは母体内で持続的（慢性的）に作用するのに対して、先行研究には持続的
効果を検証したものはない。本研究は、ES 細胞から神経系細胞の分化の過程の途中に
産生される均質な初期神経幹細胞を対象とするものであり、さらに、増殖期と分化期へ
のMeHgの効果を厳密に比較、解析した初めての研究である。胎生期の中枢神経系の発
達過程において、神経幹細胞が正しく増殖し、分化することで、機能的な中枢神経系の
構築に必要な数の神経細胞とグリアを産生されることから、本研究はMeHgの発生神経
毒性を評価するうえで重要な知見を与えると考えられる。特に、増殖期の神経幹細胞の
非常に高いMeHg感受性は、MeHg暴露による流産・死産の増加と関連する可能性があ
る。さらに、本研究の結果は、胎児性水俣病の主たる症状の中の小脳症の臨床像を解明
する糸口になる可能性が高い。また、本研究は査読付き論文に英文で掲載され学術的意
義が高いものと判断できる。 
 
さらに、申請者は、口頭発表およびその質疑応答の形で行われた最終試験においても、
明解な発表と審査員からの質問へ適切な応答を行なうことができた。 
 
 以上のことから、フロンティアヘルスサイエンス学域（健康科学）の博士論文に値し、
申請者が博士（人間健康科学研究科）の学位に相当すると判断する。 
